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Resumen. La colonización biológica induce en la piedra además de daños estéticos, una serie de
procesos de alteración mecánica y química que generan biodeterioro del monumento. El grupo de
investigación de Ecología Microbiana y Geomicrobiología del Sustrato Lítico, del Instituto de Recursos
Naturales del CSIC, cuenta con una estrategia de actuación para llevar a cabo el diagnóstico de los
fenómenos del biodeterioro de piedra monumental en la que por combinación de técnicas de
microscopía in situ y de biología molecular, es posible analizar los procesos de alteración producidos,
los microorganismos implicados, y con ello, plantear y posteriormente evaluar tratamientos encaminados
a eliminar o reducir los fenómenos de biodeterioro.
1. INTRODUCCIÓN A LA ACTIVIDAD DEL GRUPO
La piedra, ya desde que es extraída de la cantera, entra en contacto con diferentes y
variados agentes físicos, químicos y biológicos que comienzan a actuar sobre ella. La
combinación de todos estos factores hace que la piedra que forma parte del monumento se
convierta en el habitat de distintos microorganismos (bacterias heterótrofas, cianobacterias,
algas y hongos), liqúenes, musgos y plantas vasculares, los cuales inducen en ella no sólo
cambios en la estética del monumento, sino también un conjunto de procesos de alteración
mecánica y química más profundos. El conjunto de todos estos procesos de alteración del
monumento, generados por la presencia y actividad biológica, es a lo que denominamos
biodeterioro, y su contribución al deterioro del monumento tiene que ser tenida en cuenta
para poder proteger y conservar nuestro Patrimonio Artístico y Cultural.
Es posible y frecuente detectar a simple vista la presencia en los monumentos pétreos de
liqúenes diversos (asociación simbiótica de hongos con microorganismos fotosintetizadores,
algas y/o cianobacterias) y de películas coloreadas que pueden integrar cianobacterias y
algas verdes de vida libre. Sin embargo, la colonización biológica no es solamente la que es
visible al ojo humano, sino que habitualmente existen también microorganismos como
bacterias heterótrofas y hongos de vida libre que necesitan para su detección, una
observación por microscopía, así como distintos microorganismos que se localizan en
posiciones internas y que no pueden ser visualizados sin técnicas especiales que permitan
analizar el interior de las rocas. La zona del sustrato inerte donde coexisten liqúenes y
microorganismos, y tienen lugar los procesos de biodeterioro del material pétreo, es una
fase organomineral compleja que puede ser considerada como un biofilm. Este biofilm está
compuesto básicamente por microorganismos, componentes orgánicos originados por los
microorganismos, biomarcadores y minerales.
Dada la complejidad de los biofilms asociados a los fenómenos de biodeterioro y a la
necesidad de estudiarlos de forma integrada, en nuestro grupo de investigación de Ecología
Microbiana y Geomicrobiología del Sustrato Lítico del Instituto de Recursos Naturales, CSIC,
consideramos imprescindible su análisis mediante el uso de distintas técnicas de
microscopía las cuales permiten el estudio de forma conjunta de los microorganismos y la
piedra, tanto en su superficie (colonización epilítica) como en zonas internas de la piedra
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(colonización endolítica). Nosotros llevamos a cabo este tipo de estudios del biodeterioro
aplicando estrategias de investigación ¡n situ como la microscopía de barrido en modo de
electrones retrodispersados (SEM-BSE), la microscopía de barrido a bajas temperaturas
(LTSEM), la microscopía láser confocal (CSLM) y la microscopía electrónica de transmisión
(TEM). Con estas técnicas se puede estudiar la zona alterada, sin extraer los organismos del
material pétreo. Con el análisis in situ no se alteran los microhábitats durante el proceso de
estudio, lo que facilita la comprensión del papel desempeñado por los diferentes
microorganismos en los procesos de biodeterioro. Cada una de las técnicas antes citadas
aporta un tipo de información, las cuales en muchos casos son complementarias. Las
imágenes de microscopía de barrido nos dan una idea directa y precisa de lo que está
ocurriendo en cuanto a la alteración mineral producida por los microorganismos, a la
existencia de minerales neoformados, y a los posibles procesos de biomovilización y
biomineralización (SEM-BSE). También se puede abordar con SEM la localización del agua
y el estudio de las substancias poliméricas extracelulares (LTSEM). La CSLM, nos permite
estudiar la distribución espacial de los microorganismos en el sustrato y también su estado
de vitalidad. Por último, TEM nos posibilita estudiar la ultraestructura de los microorganismos
en detalle y en ciertos casos, la estructura de los minerales alterados, transformados o
neoformados. Por otro lado, para determinar la biodiversidad existente en la piedra, y
especialmente para la identificación precisa de los microorganismos implicados
concretamente en los procesos de biodeterioro, se ha trabajado en los últimos años en el
desarrollo de métodos diagnósticos en los cuales los análisis por microscopía in situ han
sido combinados con estudios por biología molecular. Ambos grupos de estudios se integran
formando una estrategia común encaminada al diagnóstico de los procesos de biodeterioro y
al posterior diseño de los tratamientos mas adecuados para reducir o eliminar los fenómenos
de biodeterioro del monumento pétreo. Estos tratamientos deben ser diseñados según las
características propias de los microorganismos implicados y las características particulares
del monumento y su enclave. La eficacia de los tratamientos elegidos puede a su vez ser
estimada también mediante esta combinación de técnicas, lo que permitirá aplicar
posteriormente a todo el monumento aquellos tratamientos más indicados para el control o
la eliminación de la colonización microbiana, sin daño para la piedra, y bajo las condiciones
ambientales propias del monumento.
2. PROCEDIMIENTO PARA DIAGNOSTICAR PROCESOS DE BIODETERIORO
El procedimiento a seguir por nuestro Grupo de Investigación para llevar a cabo un
diagnóstico de los procesos de biodeterioro por combinación de estrategias de microscopía
in situ y técnicas de biología molecular, incluye las siguientes etapas:
2.1. Identificación de los organismos y/o microorganismos involucrados
Para encontrar soluciones a los problemas que nos crean los seres vivos en la piedra
monumental, es fundamental conocer a lo que nos estamos enfrentando. Por ello, en primer
lugar, es importante determinar qué organismos y/o microorganismos están colonizando la
piedra monumental. Por un lado, se puede hacer un inventario de liqúenes, musgos y
plantas vasculares que se observen colonizando la piedra monumental (Figura 1) pero,
como ya se ha comentado arriba, es necesario analizar también los otros componentes no
observables a simple vista y que colonizan la superficie y el interior de la piedra.
En el estudio de los biofilms implicados en los procesos de biodeterioro, ha sido fundamental
el desarrollo de la técnica denominada en nuestro laboratorio "técnica SEM-BSE", puesta a
punto por Wierzchos y Ascaso [1J. Su desarrollo surgió de la necesidad de estudiar, de
forma conjunta y con buena resolución, toda la fase organomineral. Esta técnica permite
observaciones en un área de varios centímetros de forma similar a la microscopía óptica,
pero permite resoluciones que se aproximan a las de microscopía electrónica de transmisión
[2, 3]. La técnica consiste básicamente en el estudio por microscopía de barrido en modo de
184
electrones retrodispersados (BSE) de muestras de roca conteniendo microbiota lítica y/o
liqúenes, que son fijadas y deshidratadas (de modo similar a como se hace para TEM),
incluidas en resina y pulidas para trabajar en BSE. Está técnica puede combinarse también
con TEM para ayudar en la identificación de los microorganismos. Sin embargo, esta
microscopía no puede ser aplicada directamente a las muestras pétreas recogidas de un
monumento ya que se necesitan secciones ultrafinas de 90 nm que se obtienen con
dificultad en este tipo de material. Para su aplicación, se extraen pequeños fragmentos de
liqúenes y/o microorganismos de la superficie del sustrato o del interior de fisuras y
cavidades y se procesan para TEM.
Figura 1. Piedra monumental de la Iglesia de San Justo y Pastor (Segovia) con signos de biodeterioro y
una colonización visible por liqúenes.
Figura 2. Imagen de SEM-BSE de un talo liquénico crustáceo estrechamente asociado a la dolomía
sobre la que se asienta donde se observan las distintas capas del talo, C (cortex), CA (capa algal) y M
(médula).
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La combinación de todas estas técnicas ha demostrado que la piedra monumental se
encuentra colonizada por grupos de microorganismos muy diversos. Los hongos, tanto de
vida libre como formando asociaciones liquénicas, son los microorganismos mas
frecuentemente observados en asociación a fenómenos de biodeterioro [4-7]. Los hongos
tienen ventajas ecológicas frente a bacterias y algas debido a su mayor tolerancia a bajos
potenciales hídricos y también por sus efectivas estrategias reproductivas y de propagación,
y su habilidad de crecer y propagarse en ambientes con pocos nutrientes. Los liqúenes
pueden ser considerados como colonizadores primarios de muchos monumentos y agentes
muy agresivos con la piedra monumental. La Figura 2 es una imagen obtenida con la técnica
SEM-BSE que muestra un talo liquénico creciendo sobre una dolomía, en que se pueden
distinguir las distintas capas de este talo heterómero donde las células de ambos simbiontes
se distribuyen. Esta técnica permite ver la interfase entre el liquen y el sustrato sobre el que
se asienta, y así detectar cómo las células del micobionte penetran en el interior del sustrato
lítico (Figura 2: flechas). La presencia de microorganismos endolíticos en piedra monumental
y su función en los procesos de biodeterioro ha sido revelada solo con el desarrollo de estas
técnicas nuevas de microscopía in sítu. De hecho, las técnicas convencionales aplicadas
generalmente al estudio de biodeterioro, tales como estudios microbiológicos, y microscopía
óptica, aportan información sólo sobre los microorganismos pero no de la relación de la
microbiota con la piedra. Además de por hongos liquenizados, la piedra monumental se
encuentra también colonizada por otros hongos que pueden pertenecer a grupos
taxonómicos muy diferentes. En la Figura 3 podemos observar un hongo no liquenizado de
gran contenido lipídico ocupando la porosidad intercristalina de una dolomía. TEM nos ha
permitido ver características ultraestructurales de los hongos litobiónticos y así caracterizar
estos contenidos citoplásmicos y otros aspectos como la presencia de capas melanizadas
en la pared (Figura 4).
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Figura 3. Imagen de SEM-BSE mostrando colonización fúngica a través de la porosidad intercristalina
de una dolomía (flechas indicando glóbulos lipidíeos).
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Se han observado cianobacterias y algas de vida libre en la superficie de las rocas y también
dentro de fisuras y cavidades de distintos tipos de roca [8, 9]. También frecuentemente se
han detectado bacterias heterótrofas, en muchos casos en estrecha asociación con otros
microorganismos presentes en la zona alterada [6, 7]. Por otro lado, es muy frecuente
encontrar zonas donde distintos tipos de microorganismos coexisten.
Figura 4. Imagen de TEM del hongo Phaeococcomyces sp. aislado de piedra monumental.
Figura 5. Imagen de SEM-BSE de un biofilm complejo presente en la piedra de la Iglesia de la Veracruz
(Segovia) formado por hongos (flecha blanca), cianobacterias (puntas de flecha) y bacterias heterótrofas
(flecha negra).
187
En la Figura 5 podemos ver un biofilm complejo donde hongos (flecha blanca),
cianobacterias (cabezas de flecha) y bacterias heterótrofas (flecha negra) comparten
microhábitat. También los musgos aparecen comúnmente colonizando el sustrato (Figura 6).
En muchas ocasiones, se observa como su presencia favorece la existencia de microbiota
en asociación [6], de la misma manera que pueden permitir la formación de suficiente
sustrato para que plantas vasculares en fases posteriores puedan crecer allí.
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Figura 6. Imagen de SEM-BSE de la colonización por musgos de una caliza fosilífera de la Iglesia de
San Millán (Segovia).
Para la identificación precisa de los microorganismos implicados en los procesos de
biodeterioro se pueden utilizar las técnicas clásicas de aislamiento y cultivo, pero en la
mayoría de las ocasiones hay que recurrir también a otro tipo de técnicas porque sólo
algunos de estos microorganismos crecen en cultivo, o es difícil encontrar los medios
específicos para hacerlo. En nuestro grupo se aplican técnicas de biología molecular para la
identificación de los microorganismos implicados en los procesos de biodeterioro analizados.
Se utilizan estas técnicas para identificar los microorganismos cultivados y por otro lado para
determinar la biodiversidad de microorganismos presentes por electroforesis en gradiente
desnaturalizante (DGGE). La técnica DGGE, especialmente cuando se combina con PCR
con iniciadores específicos de distintos grupos de organismos, permite una rápida
estimación de la diversidad existente en una muestra ambiental. La técnica se basa en la
migración de las moléculas de DNA a través de geles que contienen concentraciones
crecientes de agente desnaturalizante. El punto de desnaturalización de los fragmentos de
ADN depende del tamaño y la composición de nucleótidos que lo conforman, aumentando la
posibilidad de diferenciar productos diferentes. En la Figura 7 podemos ver un ejemplo de
gel de DGGE donde se compara el patrón de bandas de productos de PCR con iniciadores
específicos de hongos obtenidos a partir del DNA de muestras de piedra monumental con el
de hongos cultivados. La posibilidad de cortar las bandas y extraer los productos de PCR
presentes en las distintas bandas y llevar a cabo una reamplificación y posterior
secuenciación de ellos, nos permite ir más allá e identificar a su vez los diferentes miembros
de la comunidad microbiana litobióntica en distintas zonas.
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Figura 7. Gel DGGE (6% acrilamida y con un gradiente desnaturalizante de 30-60%) de productos de
PCR amplificados con iniciadores específicos de hongos (ITS3 y ITS4GC) a partir de DNA obtenido de
muestras de piedra de Redueña (Lineas 1-4, 11 y 12), de hongos cultivados a partir de este mismo
material (Lineas 5-7) y de talos liquénicos epilíticos (Lineas 10 y 13).
2.2. Diagnosis de la acción alterante de liqúenes y microorganismos sobre el material
pétreo
Una vez determinados qué organismos y/o microorganismos colonizan la piedra
monumental, hay que tratar de conocer qué alteraciones están teniendo lugar en el sustrato
pétreo, y a cual de los microorganismos se deben principalmente, para poder determinar así
cuales son más agresivos y planificar los tratamientos más eficaces.
Los estudios realizados hasta ahora nos han mostrado que los microorganismos de
comportamiento más agresivo son los hongos, tanto en estado liquenizado, como de vida
libre. Su interacción con el sustrato es muy estrecha, y forman una amplia red de
colonización endolítica como puede observarse en las imágenes tridimensionales que nos
aporta la microscopía láser confocal (Figura 8: flecha). La colonización fúngica y con ello el
grado y tipo de alteración que producen sobre la piedra monumental se ha visto que
depende de muchos factores, entre los que podemos destacar las características texturales
de la roca [10]. Por ejemplo, la colonización fúngica observada en la Figura 3, parece muy
condicionada a la presencia de una alta porosidad intercristalina. También los micobiontes
del talo liquénico de la Figura 2, utilizan esa porosidad para la penetración. La acción de los
hongos y en general de todos los microorganismos litobiónticos sobre el sustrato puede ser
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de dos tipos. Por un lado, existe una acción química generada por compuestos producidos
por ellos, y que generan alteración química de los minerales, y por otro una alteración
mecánica, que puede provocar ruptura y desprendimiento de fragmentos minerales. Para
este diagnóstico, nosotros recomendamos específicamente las técnicas de SEM-BSE
(combinado con microanálisis por espectroscopia de energía dispersiva de Rayos X) y
LTSEM.
Figura 8. Imagen tridimensional obtenida por CSLM de la colonización de una dolomía por un talo
liquénico mostrando la penetración del micobionte en el sustrato (flecha).
Para el estudio de la alteración de los minerales, ha sido fundamental la combinación de la
microscopía de barrido con el microanálisis de espectroscopia por energía dispersiva de
rayos X (EDS). Esta combinación ha permitido detectar procesos de biomovilización y de
biomineralización. Los procesos de biomovilización se revelan al observar en las
proximidades de los organismos litobiónticos cambios en ciertos elementos químicos de los
minerales del sustrato, por ejemplo, pérdida de K en micas alteradas por presencia de
microorganismos [11] o el paso de biotita rica en K a biotita alterada, con una fase
intermedia biotita-vermiculita [12]. En ocasiones se observan también fenómenos de
biomineralización, que es la formación de nuevos minerales por la acción de
microorganismos, como los depósitos de carbonato calcico neoformado que se han
observado rodeando a cianobacterias presentes en un fragmento de muro de la Torre de
Belén en Lisboa [8]. En la Figura 9 podemos ver células fúngicas del liquen Caloplaca
teicholyta que están rodeadas de un deposito de biomineral. La EDS nos indica su
naturaleza rica en calcio y junto con la morfología de sus cristales y análisis por microscopía
Raman, nos permite la identificación de estos depósitos como oxalato calcico (Figura 10). La
alteración química parece estar relacionada especialmente con la secreción por parte del
micobionte de ácidos orgánicos quelantes (principalmente ácido oxálico cómo en el ejemplo
anterior) y con la presencia de polímeros orgánicos extracelulares (principalmente
mucopolisacáridos ácidos). Este hecho es confirmado por microscopía láser confocal, en
combinación con el uso de indicadores fluorescentes de pH, que ha revelado la existencia
de pH muy ácido en la proximidad de talos liquénicos crustáceos (Figura 11) y en otros
biofilms endolíticos [13].
190
'Figura 9. Imagen de SEM-BSE de hifas fúngicas del liquen Caloplaca teichoyta rodeadas de depósitos
minerales encontradas en piedra de la Iglesia de San Martín (Segovia).
Figura 10. Imagen de SEM-BSE y mapas de distribución de Calcio (Ca) y Magnesio (Mg) obtenidos por
EDS del liquen mostrado en la Figura 9.
Por otro lado, también hay que tener en cuenta la acción mecánica que ejercen estos
microorganismos en la piedra. La observación de las imágenes de SEM-BSE nos da idea de
la alteración mecánica que por fuerzas físicas puede ejercer un liquen sobre el sustrato
(Figura 2). El crecimiento del liquen, los ciclos de hidratación-deshidratación, así como los
de congelación-descongelación sobre todo en estado hidratado, pueden generar presiones
que conlleven a la prácticamente segura alteración del sustrato pétreo. Las tensiones
generadas en el sustrato debidas a la presencia de agua en los talos liquénicos, en
asociación a otros microorganismos litobiónticos, o entre los minerales del sustrato, pueden
intuirse de la observación de imágenes obtenidas con la técnica SEM-BSE. Sin embargo, la
confirmación de estos fenómenos se obtiene gracias a observaciones con microscopía de
barrido a bajas temperaturas (LTSEM). Esta microscopía, al llevar a cabo la observación de
la muestra en estado congelado, permite estudiarla en su estado natural de hidratación y
localizar el agua [14]. Esta técnica ha sido aplicada al estudio de biodeterioro por primera
vez por nuestro grupo de investigación [9]. Por otro lado, otro aspecto a destacar de esta
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técnica es que permite analizar la red de substancias poliméricas extracelulares (EPS) que
existen en los biofilms y a las cuales se les atribuye cada vez un papel más importante en
los procesos de alteración mineral. En la Figura 12 podemos ver una imagen coloreada de
cómo un conjunto de algas verdes está inmerso en una red de EPS, que ocupa en su
totalidad la cavidad de la roca, cuando el biofilm está hidratado. De la misma manera, es
posible analizar con ella las relaciones entre los EPS, los microorganismos y los minerales
(Figura 13).
Figura 11. Imagen de CSLM de un talo liquénico crustáceo teñido con el indicador de pH fluorescente
CI-NERF. La escala indica los colores correspondientes a los distintos pH.
^.v-* m.
Figura 12. Imagen de LTSEM de una cavidad presente en una dolomía de la Iglesia de la Veracruz
(Segovia) ocupada por un biofilm hidratado de algas verdes, donde se ha coloreado en verde las
células, en marrón la piedra y en rosa la red de EPS.
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Figura 13. Imagen de LTSEM de un talo liquénico colonizando dolomías de la Iglesia de la Veracruz.
Las flechas indican los fragmentos minerales inmersos en la red de EPS (asteriscos).
2.3. Evaluación in situ de la eficacia de tratamientos para eliminar el biodeterioro
Las dos fases anteriores permiten diseñar las estrategias de tratamiento más adecuadas.
Esto es importante porque la aplicación incorrecta de tratamientos, debido a falta de un buen
diagnóstico previo, puede conducir a que únicamente algunos microorganismos sean
eliminados y se favorezca el desarrollo de otros que al carecer de competidores puedan
tener un efecto más dañino. Es posible también que el diagnóstico indique que es mejor no
llevar a cabo ningún tratamiento, o sólo modificar aquellos factores ambientales que inducen
la colonización biológica, y así evitar un tratamiento más agresivo contra los microbiota
existente y perjudicial en el ámbito medioambiental.
Por último, cuando el diagnóstico nos indica la conveniencia de un determinado tratamiento
diseñado para eliminar o reducir los fenómenos de biodeterioro, es apropiado llevar a cabo
una evaluación previa de los efectos. Es aconsejable estudiar el efecto de los tratamientos in
situ, es decir, sobre los microorganismos sin extraerlos del material pétreo. Específicamente
en nuestro grupo se ha investigado el efecto de distintos biocidas en una pared del
Monasterio de los Jerónimos (Lisboa) [9] y en la actualidad también se están llevando a
cabo experimentos similares sobre rocas de cantera, para poder extrapolar después al
monumento. Como la aplicación de los biocidas se hizo en el caso del Monasterio de los
Jerónimos de Lisboa, sobre los microorganismos inmersos en la superficie de los
paramentos, la evaluación del efecto real sobre la estructura (y por tanto la fisiología) de los
citados microorganismos, debe también llevarse a cabo sobre estos, sin extraerlos de la
piedra. Esta evaluación se hace por SEM-BSE, CSLM y por TEM. Mientras que con SEM-
BSE obtenemos imágenes claras de los efectos de los biocidas directamente sobre las
células inmersas en el sustrato pétreo, CSLM permite valorar la vitalidad de los
microorganismos tras los tratamientos. Por último, TEM nos permite conocer detalles más
precisos sobre la acción concreta de los biocidas en la ultraestructura celular. Los biocidas
de mayor efectividad son aquellos que producen el colapsamiento celular y la pérdida de la
estructura interna.
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3. PRINCIPALES CASOS ESTUDIADOS
En nuestro Grupo se han analizado con este tipo de estrategias los procesos de biodeterioro
de diferentes monumentos históricos como la Catedral de Jaca [5], Torre de Belén (Lisboa)
[8], el Monasterio de los Jerónimos (Lisboa) [9, 15], la Iglesia del convento de Santa Cruz la
Real (Segovia) [6], el Castillo de Biar y otros monumentos alicantinos [10, 16] y las iglesias
románicas segovianas de San Millán, La Veracruz, San Martín y San Lorenzo [10, 17, 18].
En todos ellos se han detectado fenómenos de alteración mecánica y química, asociados a
la presencia y acción de liqúenes y otros organismos litobiónticos como cianobacterias,
bacterias heterótrofas y hongos.
4. EVOLUCIÓN Y PERSPECTIVAS FUTURAS
El procedimiento expuesto arriba ha sido resultado de la evolución de nuestro propio grupo
de Investigación. Los estudios llevados a cabo en la década de los 90, especialmente con el
uso de TEM, pusieron de manifiesto, por primera vez, los efectos de los talos liquénicos
sobre los minerales [4]. Posteriormente el desarrollo de la técnica SEM-BSE como ya ha
sido comentado arriba, fue crucial para el desarrollo de la estrategia del estudio de los
procesos de biodeterioro por microscopía in situ [19]. En los últimos años esta estrategia se
ha completado con el uso de técnicas de biología molecular haciéndola mucho más
resolutiva [18]. En la actualidad este procedimiento está siendo aplicado de manera
completa al estudio de los fenómenos de biodeterioro en distintas edificaciones construidas
con materiales tradicionales de canteras de la Comunidad de Madrid, bajo el desarrollo del
Proyecto de la Comunidad de Madrid de título "Durabilidad y conservación de materiales
tradicionales naturales del Patrimonio Arquitectónico". Estamos combinando estudios de
piedra de cantera donde se analiza la secuencia de colonización microbiana y los efectos de
distintos tratamientos, con diagnósticos de procesos de biodeterioro de monumentos
construidos con el mismo tipo de piedra, y que muestran signos de alteración.
Todos estos estudios son fundamentales para proteger, conservar y en su caso restaurar el
monumento, pero además esta investigación aplicada a los bienes culturales también
participa en cierta manera de su puesta en valor, lo que favorece su conocimiento y así
también su mantenimiento [17].
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